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昏論文内容要旨
 本研究は,側鎖に芳香族基を有するポリグルタミγ酸エステル誘導体における芳香族側鎖効果
 の解明を目的としている。
 第1章の序論では,側鎖に芳香族基を有するポリペプチドについて,現在までに得られている
 知見をポリペプチドの合成,アミノ酸配列,主鎖のコンホメーションおよび側鎖のコンホメーシ
 ョンに分けて解説し,本研究の位置付けを行った。
 第2章の実験の部では次のことを記した。まず,本研究で便用した薬品および測定装置を説明
 した。次に,本研究ではホモポリペプチドとして,Poly一γ一benzyl-D-giutamate
 (PBDG)・Poly一γ一(p-nitrobellzyl)一D-glutamate(PpNBDG)・Poly一γ一
 (N-carbazolylethyl)一D-glutamate(PCDG),Poly一γ一(o-ch重orobellzy1)
 一D-glutamate(PoClBDG),Poly一γ一(mrchlorobenzyi)一D-glutamate
 〔PmClBDG),およびPoly一γ一(p-cMorobenzyl)一D-glutamate(PpqBDG)
 を合成したが,その合成にはポリマーエステル交換反応を用いた。すなわち,Poly一γ一methy墨
 一D-glutamate(PMDG)(重合度500)に芳香族アルコール(ベソジルアルコール,N
 一ヒドロキシエチルカルパゾールナp一二トロベンジルアルコール,o一クロルベンジンアルコ
 ー ル,m一クロルベンジルアルコールまたはp一クロルベンジルアルコール)を作用させ,PM
 DGの側鎖末端メチル基を芳香族基で交換した。反応溶媒にはヘリックス溶媒である1,1,2,2,一
 テトラク・ルエタンを使用し,触媒にはP'一トルエンスルホン酸を使用した。また,エステル交
 換反応は可逆反応であるため,生成するメタ.ノールを窒素通気で除去することにより,逆反応の
 起こるのを防ぎ,反応を完結させた。合成したポリマーの確認は,元素分析,赤外線吸収スペク
 トル(IR),核磁気共鳴吸収スペクトル(NMR)および紫外線吸収スペクトル(UV)の測定
 より行った。本研究では,これらのホモポリマーのほかに,部分的にエステル交換したコポリマ
 ー ,Copolymerofγ一benzyl-D-g生utamatewithγ一methy1-D-glutamate
 (Cop(BDG-MDG)),Copolymerofγ一N-carbazolyiethy卜D-glutamate
 withγ一methyl-D-glutamate(Cop(CDG-MDG〉),Copolymerofγ一p-
 nitrobenzyi-D-glutamatewithγrmethyl-D-glutamate(Cop(pNB工)G-
 MDG))ンCopolymero{γ一〇一chlorobenzyl-D-glutamatewithγ一methyl
 -D-gIutamate(Cop(oClBD.G-MDG))・CopoIymerofγ一m-chiorobe皿zy1
 -D-glutamatewithγ一methyl-D-glutamate(Cop(mCIBDG-MDG)),
 Copolymerofγ一p-chiorobenzy1-D-glutamatewithγ一methy1-D-
 glutamate(Cop(pClBDG-MDG))も合成した。その合成法は2通りある。第1は,ホ
 モポリマーの合成途中で反応を停止させ,コポリマーを得る方法である。この方法では,正反応
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 のみを用いている。第2は,・反応を閉じた系で行い,反応が平衡状態になったときのコポリマー
 を合成する方法である。これらの合成法により合成したコポリマーの交換率は,おもにそれらの
 元素分析値から決定した。
 第3章の結果の部では,次のことを述べた。合成したホモポリマーについて元素分析,IR,
 NMRおよびUVの測定を行った結果はいずれもエステル交換反応が100%進行したことを示
 した。ホモポリマーの合成の途中で反応を停止させることにより,種々の交換率のコポリマーを
 得たが,反応時間に対する交換率を求め,正反応の速度論的解析を行った。この解析のために正
 反応の速度式としてds/dt=k(1-ns)〔p-Ts〕(k=見かけの反応速度定数,s:0～
 1の値で表わした交換度,n:しゃへいパラメーター,〔p-Ts〕:p一トルエンスルホン酸濃
 度,t=反応時間(分)を提案した。このnは,ポリマー上の反応部位が互いに独立でないこと
 を考慮して導入したパラメーターで,アミノ酸配列(本研究で用いる1アミノ酸配列曹の用語は,
 ポリマーがα一ヘリックス状態にあるときの注目する官能基の空間的配列をそのアミノ酸残基番
 号で表わしたものであり,本研究で合成したポリマーに限ってはアミノ酸配列は一次元で表わす
 ことができた)と側鎖コンホメーションを反映する。実験値との対応からkとnを求め,アミノ
 酸配列について次の結果を得た。交換率の低いコポリマーでは,その周囲の(n-1)残基
 (Cop(BDG-MDG)とCop(CDG-MDG)では約2残基,Cop(pNBDG-MDG)とCop
 (oq,BDG-MDG)では1残基,Cop(mClBDG-MDG)とCop(pClBDG-MDG)では
 0.5残基)のγ一methyl-D-glutamate残基を含むn残基単位でポリマー上をランダムに
 分布しており,芳香族基間の相互作用は実質的に無視し得る。このポリマーをPI(partially
 interchangedの略)polymerと定義した。導入した芳香族基はアミノ酸配列,主鎖のコン
 ホメーションの安定性および側鎖のコンホメーションなどに影響するが,PIpolymerからは
 芳香族基間相互作用を含まない,導入した芳香族基に固有な効果の測定ができ,これをIntrinsic
 effectと定義した。さらに100・%交換したホモポリマーをFl(fullyinterchanged
 の略)polymerと定義し,FIpolymerとPIpolymerにおける導入基効果の差をExtrinsic
 effectと定義した。その物理的内容は,芳香族基間相互作用に基づく効果と解釈できる。可逆
 反応を利用して平衡状態から得たコポリマーからは,次の結果を得た。反応の平衡定数は,一般
 に交換率依存性を示し,その変化分は先のExtrinsiceffectに対応する。平衡定数より反
 応の自由エネルギー変化を求め,Extrinsiceffectのエネルギー値,すなわちホモポリマ
 ー における芳香族基間相互作用エネルギーを求めた。その値はPBDGで85認/残基モル,PCDG'
 で390認/残基モル,PpNBDGで一110認/残基モル,PoClBDGで約0認/残基モ
 ル,そしてPpClBDGで一100認/残基モル(温度は63℃)であった。次に,主鎖のコンホ
 メーションおよびその安定性を測定した。円偏光二色性スペクトル(CD)と旋光分散スペクト
 ル(ORD)の測定から,合成したPIpolymerとFIpolymerはすべて1,1,2,2,一テ
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 トラクロルエタン中で左巻きα一ヘリックス,ジクロル酢酸中でランダムコイルのコンホメーシ
 ョンであった。そこでジクロル酢酸一1,1,2,2一テトラク・ルエタン混合溶媒系で,溶媒組成変
 化によるヘリックスーコイル転移を起こさせた。主鎖の左巻きα一ヘリックスの安定性に及ぼす
 側鎖芳香族基の効果をヘリックスーコイル転移点における溶媒ジク・ル酢酸の含量の変化量で表
 し,それを先のIntrinsiceffectとExtrinsiceffectに分離して求めた。lntrinsic
 effectとしては,主鎖のα一ヘリックスを最も安定化させるのはp一ニト・ベンジル基で,以
 下。一ク・ルペンジル基,ベンジル基,m一ク・ルペンジル基,p一クロルベンジル基の順に安
 定化効果は小さくなるoExtrinsiceffectとしては,p一ニトロベンジル基とベンジル基が
 ヘリックスを不安定化させ,クロルベンジル基はいずれもヘリックスを安定化させた。合成した
 PIpolymerとFIpolymerについて,それらの側鎖発色団のUVおよびCDスペクトルを
 測定した。特にp一二卜・ベンジル基を導入したポリマーについては,磁気円偏光二色性スペク
 トルを測定して側鎖発色団の遷移の帰属を行った。合成したポリペプチドの多くは,その側鎖発
 色団(本研究ではα一遷移に着目する)に誘起CDを示した。PIpolymerであるCoP
 (pNBDG-MDG),Cop(oClBDG-MDG〉,Cop(mClBDG-MDG〉およびCop
 (pCIBDG-MDG),そしてFlpolymerであるPCDG,PmClBDGおよびPpCIBDG
 は,それらの側鎖発色団のα一遷移に正の誘起CDが観測された。また,PpNBDGとPoCl
 BDGでは側鎖発色団のα一遷移に負のCDが観測された。ベンジル基を導入したポリマーとN
 一カルバゾリルエチル基を導入したPIpolymerでは側鎖発色団にCDは誘起されなかった。
 また,主鎖が不規則構造をとるジク・酢酸中のポリマーにおいてもPCDG,P一ニト・ベンジル
 基を導入したポリマーおよびP一ク・ルベγジル基を導入したポリマーおよびp一ク・ルベソジ
 ル基を導入したポリマーでは,側鎖発色団にCDが誘起された。
 第4章の考察の部では,次のことを述べた。合成に関しては,ポリマーエステル交換反応には
 反応条件や導入基の種類に制約があり,それらを考察した。コポリマーのアミノ酸配列に関して
 は,可逆反応の平衡状態から合成したコポリマーのアミノ酸配列をエネルギー的に求めた。交換
 率50%のCop(BDG-MDG)とCop(CDG-MDG)では,芳香族残基とγ一methyl-D
 -giutamate残基が交互に配列している。Cop(pNBDG-MDG)とCop(pClBDG-
 MDG)では,芳香族残基は・クラスターを形成して配列している。Cop(oCIBDG-MDG)では
 芳香族残基はラγダム分布しているとの結果を得た。主鎖のα一ヘリックスの安定性に及ぼす導
 入基効果を,導入基間相互作用エネルギーや以下に提案する側鎖コンホメーションと合わせて考
 察した。その結果,主鎖のα一ヘリックスの安定性に及ぼす側鎖間相互作用の効果をかなり説明
 することができた。すなわち,p一ニト・ベンジル基または。一クロルベγジル基導入ポリマー
 におけるIntrinsiceffectは著しくヘリックスを安定化させるが,これは導入基と隣接残
 基側鎖エステル基との双極子一双極子相互作用に基づくと思われる。PpClBDGにおける
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 Extrinsicef{ectは外リックスを安定化させるが,これは導入基間の親和的相互1乍用に基
 づくものと思われる。またPBDGにおけるExtrinsiceffectはヘリックスを不安定化させ
 るが,これは導入基間の反発的相互作用に基づくものと思われるが,これは導入基間の反発的相
 互作用に基づくものと思われる。次に,合成反応の速度論的解析,Extrinsicef{ectのエ
 ネルギー値および側鎖発色団の誘起CDの結果を元に,導入基のコンホメーションを解析し,次
 のようなコンホメーションを提案した。ベンジル基を導入したポリマーとPlpolymerである
 Cop(CDG-MDG)では,導入基は自由回転している。PCDGでは導入基は導入基間の立体
 的な反発により固定される。P一ニト・ベンジル基と。一ク・ルペンジル基を導入したポリマー
 では,導入基は隣接残基側鎖エステル基との双極子一双極子相互作用により固定化される。m一
 ク・ルペンジル基とp一ク・ルペンジル基を導入したポリマーでは⇒導入基は主鎖のアミド基と
 の双極子一双極子相互作用により固定化される。さらに,側鎖発色団に誘起されるCDの符号と
 不整場摂動を与える発色団の不整性の関係を簡単なモデルを用いて議論した。
 一206一
 論文審査の結果の要旨
 小西康夫提出の論文は側鎖に芳香族基を有するポリグルタミン酸エステル誘導体における芳香族側鎖基間相互
 作用を解明することを目的としている。
 第一章の序論,第二章の実験の部には本論文において使用した試料,測定方法等が詳述されている。側鎖に芳
 香族基を有するポリグルタミン酸エステル誘導体として,本論文ではpoiy-T-benzソi-1〉一glutamate,poly
 一γ一(P-nltrobenzy1)一D一「glutamate,poly一γ一(N-carbazolylethy1)一D-glutamate,poly-T一
 (o-chiorobenzyD-D-glutamate,poly-7一(m-c撤orobenzy1)一D-glutamateおよびpoly-
 r一(p-chlorobenzyD-D～glutamateの6種類が合成されている。これらはpoly-r-methy重一D-
 glutamate(平均重合度:約500)に対する種々のアルコールのエステル交換反応によって合成され,種々
 の交換度を有する試料が測定実験に尾いられている。部分的にエステル交換された試料ではT一メチルーグルタ
 メート残基との共重合体がえられて居り,各単量体残基のモル分率は元素分析,核磁気共鳴,スペクトル,吸収
 スペクトル等の測定により求められている。
 第三章の部では種々のアルコール類とポリーγ一メチルーD一グルタメートとのエステル交換反応に関し,反
 応速度論的解析がこころみられている。導入された芳香族基の自由回転によリ隣接するT一メチルーD一グルタ
 メート残基の反応性が阻害されるものと期待し,遮蔽パラメーター(n)を仮定することによって,測定された
 反応速度の測定結果が説明された。n値は導入された芳香族基の化学種によって変化し,導入された芳香族基が
 ベンジル基,N一カルバゾリルエチル基の場合n笹は約3,P一ニトロベγジル.基・o一クロルベンジル基の場
 合n値は約2,m一ク・ルベソジル基,p一ク・ルペンジル基の場合n値は約し5であることを確認している。
 仮定に従えば,エステル交換反応の初期段階では導入した芳香族基はポリペプチド中にランダムに分布して居り,
 (n-1〕残基のr一メチルーD一グルタメート単位をこのエステル交換反応に対して遮蔽していることが明ら
 かとなった。nが大きいことは側鎖芳香族基の自由回転が大きいことを示してお㌦このことは部分エステル交
 換したポリペプチドの溶液中において観測される誘起円偏光二色性スペクトルによって確認される。n=2また
 はL5のポリペプチドでは溶液状態において誘起円偏光二色性がそれぞれ対応する芳香族基に起因する電子遷移
 に対応する波長領域に観測されたが,n=3のポリペプチド,・なわちベンジル基およびN一カルバゾリルエチ
 ル基を部分的に導入したポリペプチドでは相当する芳香族基の吸収帯領域に円偏光二色性スペクトルが観測され
 なかった。
 第四章では以上の実験結果について総括的な考察をこころみている。部分的にエステル交換したポリペプチド
 においては導入した芳香族基の自由回転による隣接r一メチルーD一グルタメート残基への遮蔽効果で考察をこ
 ころみ,これをIntrinsiceffectと定義している。一方,ほぼ100%エステル交換したポリペプチドにお
 ける芳香族基間相互作用をExtrinsiceffectと定義し,このExtrinsiceffectを芳香族基を有するアル
 コールと部分交換コポリペプチドとの平衡状態にある溶液系について求めた平衡定数,熱力学的パラメーターか
 ら求めている。ベンジル基,N一カルバゾリルエチル基,p一ニト・ベンジル基,o一クロルベンジル基,p一
 ク・ルペンジル基を導入するそれぞれの系について,芳香族基間相互作用エネルギーは85,390,一110
 0,一100認/残基モルであった。このことはベンジル基およびN一カルバゾリルエチル基の導入はヘリック
 スを不安定化させることを意味する。また,導入した芳香族基間の反発的相互作用を意味するものと考えられる。
 一方・p一ク・ルベソジル基はヘリックスを安定化させるものと期待される。このような推論はここで合成され
 た各種コポリペブチド,ポリペプチドのヘリックス・コイル転移の測定によって実証されている。
 以上,小西康夫提出の論文において,充分に計画された研究によって種々の物理化学的手法からえられた知見
 が矛盾なく説明されている。
 すでにSchera鶴によって天然タγ白質の各アミノ酸残基の側鎖基間相互作用が熱力学的に説明されてはいる
 が,新たに合成されたポリペプチドをモデルとして側鎖基間相互作用を総括的に明らかにした初めての研究として
 小西康夫提出の論文は価値あるものと思われる。本論文の研究成果はポリペプチドにおける側鎖基問相互作用を
 理解する上において重要な示唆を与えて居り,当該研究分野の今後の発展に大きな貢献をするものである。また
 自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を小西康夫が有することを示している。よって,小西康
 夫提出の論文は理学博士の学位論文として合格と認める。
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